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Beschreibung 



Lipopeptidantibiotika-Calciumsalze, Verfahren zu ihrer Herstellung und Verwendung. 



Die vorliegende Erfindung betriffl Calciumsalze von Lipopeptidantibiotika, ein 
Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung. 

Aus der EP 0 629 636 A1 sind Lipopeptidantibiotika der allgemeinen Formel I bekannt, 
in der R 1 eine OH- oder eine NH 2 -Gruppe und R 2 einen Fettsaurerest (R-C(O)-) 
bedeuten. 




.COOH 



COOH > 

HN^O 



Diese Lipopeptidantibiotika lassen sich in zwei Gruppen unterteilen, welche sich in 
bezug auf ihre exozyklische Aminosaure unterscheiden: Die Lipopeptidantibiotika vom 
Amphomycin-Typ sind durch die exozyklische Aminosaure Asparaginsaure (Asp, wobe, 
R 1 in Formel I eine OH-Gruppe bedeutet) gekennzeichnet (R. C. Strong et al., 
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 1970, 42-45; M. Bodanszky et al. J, Am. 
Chem. Soc. 95, 2352-2357 (1973)), wahrend sich die Lipopeptidantibiotika vom 
Asparagin-Typ durch die exozyklische Aminosaure Asparagin (Asn, wobei R 1 in Formel 
I eine NH 2 -Gruppe bedeutet) auszeichnen, Untereinander unterscheiden sich die 
Lipopeptidantibiotika vom Amphomycin- und vom Asparagin-Typ durch Substitution an 



WO 99/43700 



PCT/EP99/00930 



2 

der a-Aminogruppe der exozyklischen Aminosaure (Asp oder Asn) mit 
unterschiedlichen Fettsaureresten (R 2 in Formel I). 

Ferner sind aus der EP 0 688 789 A1 (US 5,629.288) Derivate der 
Lipopeptidantibiotika vom Amphomycin- und vom Asparagin-Typ und deren 
pharmazeutisch vertragliche Salze bekannt. Als pharmazeutisch vertragliche Salze der 
Lipopeptidantibiotika der Formel I werden in der EP 0 688 789 A1 (US 5,629,288) 
Salze mit anorganischen und organischen Sauren, z.B. Salzsaure, Schwefelsaure, 
Essigsaure, Citronensaure, p-Toluolsulfonsaure, mit anorganischen und organischen 
Basen wie NaOH, KOH, Mg(OH) 2 , Diethanolamin, Ethylendiamin oder mit Aminosauren 
wie Arginin, Lysin und Glutaminsaure offenbart. 

Ferner ist das Calciumsalz von Amphomycin bekannt (Kirk-Othmer, Encyclopedia of 
Chemical Technology, vierte Auflage, Band 3, Antibiotics to Batteries, John Wiley & 
Sons, Seite 284). Es ist in Wasser nur schwer loslich und wurde wegen der Toxizitat 
von Amphomycin infolge dessen hamolytischen Aktivitat bei systemischer Anwendung 
ausschliefilich in antibiotischen Salben zur lokalen Applikation verwendet. 

Die Lipopeptidantibiotika vom Asparagin-Typ (R 1 in Formel I bedeutet eine NH 2 - 
Gruppe) und deren Herstellung sind erstmals in der EP 0 629 636 A1 beschrieben 
worden. Das dort vorgeschlagene Herstellungsverfahren, die Fermentation von 
Actinoplanes sp., vorzugsweise Actinoplanes friulensis (am 18. Juni 1990 gemaG den 
Vorschriften des Budapester Vertrags unter der Hinterlegungsnummer DSM 7358 bei 
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, 
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig hinterlegt), fuhrt jedoch zu einem 
Gemisch einer Vielzahl der strukturell nahe verwandten Lipopeptide vom Amphomycin- 
und vom Asparagin-Typ, die sehr unterschiedliche Eigenschaften, insbesondere 
unterschiedliche biologische Wirkungen, wie zum Beispiel deren antibakterielle 
Wirkung, Toxizitat infolge deren hamolytischen Wirkung, sowie unterschiedliche 
physikalisch-chemischen Eigenschaften, wie zum Beispiel deren Loslichkeit und 



WO 99/43700 



PCT/EP99/00930 



3 

Stability aufweisen, aber aus dem Kulturmedium nur aufwendig getrennt werden 
konnen. Es ware deshalb von grofiem Vorteil, uber ein Fermentationsverfahren zu 
verfugen, welches im wesentlichen zur Produktion bevorzugt nur einer der vielen 
mdglichen Lipopeptid-Komponenten fuhrt. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Salz der Lipopeptidantibiotika vom 
Asparagin-Typ bereitzustellen, welches sich durch eine relativ hohe Stabilitat sowie 
gute antibakterielle Wirksamkeit auszeichnet und infolge seiner guten 
Wasserloslichkeit sowie infolge seiner geringen Toxizitat, insbesondere-aufgrund einer 
geringen hamolytischen Aktivitat, systemisch (parenteral) anwendbar ist. 

Ferner ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung eines 
Salzes der Lipopeptidantibiotika vom Asparagin-Typ bereitzustellen und im besonderen 
ein verbessertes Verfahren zur fermentativen Herstellung dessen Saurevorstufe, bei 
dem bevorzugt Lipopeptidantibiotika vom Asparagin-Typ erzeugt werden, 
bereitzustellen. 

Schliefilich ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Arzneimittel bereitzustellen, 
das ein Salz der Lipopeptidantibiotika vom Asparagin-Typ mit den gewunschten 
vorteilhaften Eigenschaften enthalt. 

Es wurde nun bei den Lipopeptidantibiotika vom Asparagin-Typ gefunden, daS die 
verschiedenen Salze desselben Lipopeptids (bzw. derselben korrespondierenden 
Saure) sehr unterschiedliche Eigenschaften aufweisen konnen. Beispielsweise 
besitzen die Natriumsalze in der Regel eine sehr gute antibakterielle Wirksamkeit und 
sind in Wasser leicht loslich. Diese sind jedoch insbesondere bei erhohten 
Temperaturen nur begrenzt haltbar. Da bei Medikamenten und anderen 
Handelsprodukten eine Stabilitat z. B fur die Handhabung der Ware von grolier 
Wichtigkeit ist, sind stabile Salz-Formen der Lipopeptidantibiotika erforderlich. 
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Da die Lipopeptidantibiotika vom Asparagin-Typ amphotare Verbindungen mil einem 
isoelektrischen Punkt im sauren Bereich sind, lassen sich neutrale Salze mit 
zahlreichen Basen herstellen. Als Kationen kommen einwertige und mehrwertige lonen 
in Frage, wie zum Beispiel Alkali-, Erdalkali-, und andere Metallionen aber auch Salze 
mit Ammoniak Oder mit organischen Basen, wie Aminen. Als Beispiel fur letztere dienen 
Lysin- und Lysyllysin-Salze, die bei voller Wirksamkeit sehr gut vertraglich sind. 

Oberraschend ist nun gefunden worden, daft im Gegensatz zu den Calciumsalzen der 
Lipopeptidantibiotika vom Amphomycin-Typ (insbesondere Amphomyciri) die Calcium- 
Salze der Lipopeptidantibiotika vom Asparagin-Typ nicht nur wirksam und vertraglich, 
sondern auch in Wasser gut loslich und im Gegensatz zu den entsprechenden 
Natriumsalzen besonders bestandig sind. 

Dementsprechend wird die vorstehend gestellte Aufgabe gelost durch ein Calciumsalz 
der Verbindung der Formel II 



NH 2 




0 -N 




^COOH 

0 



R1 /N ^H H000 HN-^O 

J=0 N — k^O 



r\ H I 



'2 



worin R1 ein geradkettiger oder verzweigter, gesattigter oder ungesattigter 
aliphatischer Acylrest mit 8 bis 22 Kohlenstoffatomen bedeutet, der wahlweise durch 
ein oder mehrere Phenyl- oder Cycloalkylgruppen unterbrochen oder mit solchen 
Gruppen verknupft und ferner wahlweise durch Sauerstoff unterbrochen sein kann. 
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Vorzugsweise bedeutet R1 in Formel II ein durch eine Phenyl- oder Cycloalkylgruppe 
unterbrochener oder mit einer solchen Gruppe verknupfter Acylrest, beispielsweise 



(1a) 



V 0 

V V-^hyn—^ 



(1b) 



H3C 



(1c) 



H3C— (CH2)n- 




^— x oder 



(1d) 

H3C— (CH2)n 
ganze Zahl von 0 bis 20 ist. 




.0 



(CH2)n 




wobei n eine 



Ferner bevorzugt ist ein Calciumsalz der Verbindung der Formel II, das sich dadurch 
auszeichnet, dafi R1 ein durch eine Phenyl- oder Cycloalkylgruppe und durch 
Sauerstoff unterbrochener Acylrest bedeutet, vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, 
da(i R1 
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(2a) 




H3C — (Cl-yn-O — (/ \— (CHyn 




oder 



(2b) 

H3C — (Cl-yn-O ^ (CHyn ^^^j/ ^\ 



bedeutet, wobei n eine ganze Zahl von 0 bis 20 ist. 

Besonders bevorzugt ist ein Caiciumsalz def Verbindung der Formel II, welches sich 
dadurch auszeichnet, dafi R1 ein geradkettiger Oder verzweigter, gesattigter oder 
ungesattigter aliphatischer Acylrest mit 1 2 bis 1 5 Kohlenstoffatomen bedeutet, wobei 
R1 in Formel II vorzugsweise ein Fettsaurerest der nachfolgend dargestellten Formeln 
bedeutet: 
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(3g) 




oder 



(3h) 




Das Calciumsalz der Verbindung der Formel II kann in zwei Formen vorliegen, als 
Dicalciumsalz oder als Monocalciumsalz. 

Das Dicalciumsalz kann in Abhangigkeit von der Zahl der Anionen und dem 
FettsSuresubstituenten (R1 in Formel II) 

(i) beispielsweise im Fall einer gesattigten Fettsaure (R1 in Formel II) durch die 
allgemeine Summenformel 

(ia) C46 + nH68 + 2nNl40i 9 Ca 2 X2 , 

(ib) C 4 6 + nH 6 9 + 2nN 1 40i9Ca 2 X 3 oder 

(IC) C46 + nH70 + 2nN 1 4O 19 Ca 2 X4 l 

wobei in der allgemeinen Summenformel n eine ganze Zahl von 7 bis 21 und X ein 
Anion bedeuten, oder 
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(ii) beispielsweise im Fall einer einfach ungesattigten Fettsaure (R1 in Formel II) 
durch die allgemeine Summenformel 

(ti3) C46 + nH66 + 2nNi40i9Ca 2 X 2l 

(iib) C 46+ nH67 + 2nNi40i9Ca 2 X 3 Oder 

(liC) C46 + nH68 + 2nNi40i9Ca 2 X4, 

wobei in der allgemeinen Summenformel n eine ganze Zahl von 7 bis 21 und X ein 
Anion bedeuten, 

naher beschrieben werden. 

Beispielsweise konnen die vorstehend erwahnten, bevorzugten Calciumsalze der 
Verbindung der Formel II (3c) und (3d) bei Vorliegen eines Dicalciumsalzes durch die 
folgenden Summenformeln naher beschrieben werden, wobei in den Summenformeln X 
fur ein Anion stent: 

(3c, 3d/iia) Css^Ni-AsCazXz, 

(3c, 3d/iib) CssHgaNuOisCazXaoder 

(3c, 3d/iic) Cs^NuOisCazX^ 

Vorzugsweise ist in samlichen, vorstehend genannten Summenformeln das Anion X ein 
Halogenidanion, CI", Br" oder f, besonders bevorzugt CP. 
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Das Monocalciumsalz kann in Abhangigkeit von dem Fettsauresubstituenten (R1 in 
Formel II) ferner beispielsweise im Fall einer gesattigten Fettsaure (R1 in Formel II) 
durch die allgemeine Summenformel 

(iii) C 4 6 + nH68 + 2nNl40l 9 Ca 

Oder beispielsweise im Fall einer einfach ungesattigten Fettsaure (R1 in Formel II) 
durch die allgemeine Summenformel 

(iv) C 4 6*nH66 + 2nNl40l9Ca, 

wobei n in beiden allgemeinen Summenformeln eine ganze Zahl von 7 bis 21 bedeutet, 
naher charakterisiert werden. 

Beispielsweise konnen die vorstehend erwahnten, bevorzugten Calciumsalze der 
Verbindung der Formel II (3c) und (3d) bei Vorliegen eines Monocalciumsalzes durch 
die folgende Summenformel naher beschrieben werden: 

(3c, 3d/iv) CaHnNwOisCa. 

Bei den vorstehend erwahnten, bevorzugten Calciumsalzen der Verbindung der 
allgemeinen Formel 11 (3c) und (3d) weist demgegenuber die korrespondierende Saure, 
namlich die entsprechende Verbindung der Formel II, beispielsweise die 
Summenformel Csb^NmOis auf. 

Die im folgenden A 1437-D genannte, zum vorstehend erwahnten, bevorzugten 
Calciumsalz (3d) korrespondierende Saure (die entsprechende Verbindung der 
allgemeinen Formel II) weist die nachfolgend dargestellte Struktur auf (Fig. 1): 
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Pip-3 




Fig. 1: Strukturformel von A 1437-D (Saureform von 3d) 

In Tabelle 1 ist die Zuordnung der 1 H und 13 C-NMR-Signale am Beispiel des 
A 1437 D Natriumsalzes aufgefuhrt. Die Aminosaure-Bezeichnungen sind 
entsprechend den internationalen Konventionen abgekurzt, Dab = 2.3- 
Diaminobuttersaure, Me-Asp = fi-Methylasparaginsaure, Pip = Pipecolinsaure, FA = 
Fettsaure Die Aminosauren weisen vorzugswe.se die folgende Konfiguration auf. P.p- 
3: D; Me-Asp-4: L-threo; Asp-5, -7: L; Dab-2: L-threo; Dab-9: D-erythro; Val-10: L; Pro- 
11: L; Asn-1: L 



WO 99/43700 



PCT/EP99/00930 



12 

Tabelle 1 : Chemische Verschiebungen von A 1437-D in CD 3 CN/H 2 0 bei 285 
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p-c 




184.13 
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a 
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P 




40.47 




C 




177 34 




p-c 
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y 


1.99/1.91 


27.91 
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3.83/3.55 


50.93 
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173.57 


FA 
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175.52 




2 
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32. 14°' 




8 
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10 
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a) Geeicht wurde auf Natrium-S-arimethylsilyOpropionat^^.S.S^. 

Es konnte nun beobachtet worden, dali beispielsweise beim Obergang vom A-1437-D- 
Natriumsalz zum Calciumsalz (3d) die physikochemischen Eigenschaften des 
Antibiotikums sich grundlegend andern. So steigt spezifische Drehung [a] des 
Natriumsalzes bei der Wellenlange der Natrium-D-Linie und bei 20' C von +6" auf 
uber + 52' an, wenn man zu der wassrigen Losung ein losliches Calciumsalz, wie z. B. 
CaCI 2 hinzufugt. Dieses ungewohnliche Verhalten legt die Annahme nahe, daB das 
Molekul eine wesentliche Anderung seiner Konformation erfahrt. Unterstutzt wird diese 
Konformationsanderung auch durch die geringe Leitfahigkeit des A-1437-D- 
Calciumsalzes (3d/iv), welche deutlich niednger ist, als fur eine ionogene Verbindung 
zu erwarten ware. 
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Es gibt mehrere Moglichkeiten zur Herstellung von Calciumsalzen der Verbindung der 
Formel II. Zum einen kann man die begrenzte Loslichkeit der Calciumsalze in 
ausgewahlten Losungen nutzbar machen. Wahrend die Na + - oder die NH/-Salze in 
Wasser oder in Methanol sehr leicht loslich und in hoheren Alkoholen und anderen 
polaren organischen Losungsmitteln loslich sind, sind Ldslichkeiten der 
entsprechenden Calciumsalze in nicht waGrigen Losemitteln deutlich herabgesetzt. 

Demnach zeichnet sich das Verfahren zur Herstellung des vorstehend beschriebenen 
Calciumsalzes der Verbindung der Formel II dadurch aus, daE man ein Ratrium- oder 
Ammoniumsalz der Verbindung der Formel II in einem geeignetem organischen 
Losungsmittel lost, zu dieser Losung ein in Ethanol gelostes Calciumsalz hinzufugt und 
das Calciumsalz der Verbindung der Formel II als Niederschlag isoliert. Vorzugswe.se 
ist das geeignete organische Losungsmittel Ethanol. Das in Ethanol geloste, 
hinzuzufugende Calciumsalz ist vorzugsweise ein Calciumhalogenid, CaCI 2 , CaBr 2 , 
Cal 2 oder die entsprechenden Hydrate. Bei diesem Verfahren entstehen bevorzugt d,e 
Dicalciumsaize der Verbindung der Formel II. 

Zur Herstellung beispielsweise der Calciumsalze (3d/iia) mit der Summenformel 
C 59 H 92 N 14 O l9 Ca 2 X 2 , (3d/iib) mit der Summenformel C S9 H 93 N 14 0 19 Ca 2 X 3 oder (3d/nc) m.t 
der Summenformel CssH.N.O.Ca.X.kann man deshalb so verfahren, dali man das 
Natrium- oder Ammonium-Salz von A 1 437 D (die zu (3d) korrespondierende Saure) in 
einem geeigneten organischen Losemittel, wie z. B. Ethanol lost und zu dieser Losung 
ein in Ethanol gelostes Calciumsalz hinzufugt. Hierbei fallt das im organ.schen 
Losemittel wenig losliche A 1437 D-Calciumsalz in Form eines Niederschlages aus. Fur 
die Fallung geeignete, in Ethanol losliche Calciumsalze sind zum Beispiel CaCI 2 , CaBr 2 
Cal 2 sowie ihre Hydrate. Dieses Fallungsverfahren fuhrt zu Salzen, die neben dem 
Ca.ciumkation noch Anionen des Fallungssalzes enthalten konnen, beispie.swe.se d.e 
Halogenide Ch, Br- und K Die Summenformeln der gefa.lten Calciumsalze konnen zum 
Beispiel lauten: C 59 H 92 N 14 0 19 Ca 2 Halogenid 2 , wie z. B. C 52 H 92 N 14 0 19 Ca 2 CI 2 oder 



WO 99/43700 



PCT/EP99/00930 



16 

C 5 9H9 2 Ni40 19 Ca 2 l2 Oder CsgHgaNudsCajHalogenida wie z. B. C 59 H 93 NuOi9Ca 2 Br3 Oder 
C59H93N 14 Oi9Ca 2 CI 3l es konnen aber auch, je nach Fallungsbedingung, andere 
Mischsalze entstehen, fur die u. a. die Zusammensetzung C 5 9H94N 14 Oi9Ca 2 Halogenid 4 
gefunden wird. Diese gemischten Salze ( A 1437 Calcium-Mischsalze ) sind in Wasser 
loslich und eignen sich daher zur Behandlung von bakteriellen Infektionen oder zur 
Konservierung oder auch zur Wachstumsforderung in der Tierzucht, sie konnen aber 
auch als Zwischenprodukte fur die Herstellung anderer Salze dienen. 

Die Kristallisation ist eine weitere Moglichkeit, Calciumsalze der Verbindung der 
Formel II zu gewinnen oder zu reinigen. Hierbei wird die Eigenschaft des Antibiotikum- 
Calciumsalzes genutzt, sich in reinem Wasser, in Dimethylsulfoxyd, in reinem Methanol 
und in anderen polaren Losungsmitteln zu losen. 

Demgemafi zeichnet sich das Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes, 
vorzugsweise des Monocalciumsalzes, der Verbindung der Formel II dadurch aus, dad 
man ein Dicalciumsalz der Verbindung der Formel II, welches beispielsweise nach der 
vorstehend beschriebenen Methode gewonnen werden kann, in einem polaren 
Losungsmittel lost, anschlieliend die erhaltene Losung mit einem weniger polaren 
Losungsmittel oder einer Mischung aus weniger polaren Losungsmitteln versetzt und 
das Calciumsalz, vorzugsweise das Monocalciumsalz, als Niederschlag isoliert. 

Eih weiteres Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes, vorzugsweise des 
Monocalciumsalzes, der Verbindung der Formel II zeichnet sich dadurch aus, da(i man 
ein Natrium- oder Ammoniumsalz der Verbindung der Formel II in einem polaren 
Losungsmittel lost, zu dieser Losung ein in demselben Losungsmittel gelostes 
Calciumsalz hinzufugt, anschliefcend die erhaltene Losung mit einem weniger polaren 
Losungsmittel oder einer weniger polaren Losungsmittelmischung versetzt und das 
Calciumsalz, vorzugsweise das Monocalciumsalz, als Niederschlag isoliert. 
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Vorzugsweise wird bei den beiden Verfahrensalternativen das Natrium- oder 
Ammoniumsalz oder das Dicalciumsalz der Verbindung der Formel II in einem polaren 
Losungsmittel gelost, das ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasser, Dimethylsulfoxid und 
Methanol. 

Vorzugsweise ist das weniger polare Losungsmittel, mit dem die erhaltene Lbsung 
versetzt wird, ausgewahlt aus der Gruppe Alkohole. Aceton und Acetonitril. 

Vorzugsweise wird das Natrium- oder Ammoniumsalz oder das Dicalciumsalz der 
Verbindung der Formel II in Wasser gelost, und das weniger polare Losungsmittel ist 
Methanol. 

Vorteilhafterweise wird bei beiden Verfahrensvarianten als weniger polare 
Lbsungsmittelmischung ein Gemisch aus Methanol und Butanol zugesetzt. 

Wahlweise kann das Calciumsalz, vorzugsweise das Monocalciumsalz, der Verbindung 
der Formel II dadurch hergestellt werden, da* man ein Natrium- oder Ammoniumsalz 
der Verbindung der Formel II in Methanol lost, zu dieser Lbsung ein in demselben 
Losungsmittel gelbstes Calciumsalz hinzufugt, anschlieGend die erhaltene Lbsung mit 
Wasser oder einer Mischung aus Wasser und Butanol versetzt und das Calciumsalz, 
vorzugsweise das Monocalciumsalz, als Niederschlag isoliert. 

Vorzugsweise fugt man bei samtlichen dieser Verfahrensvarianten als gelbstes 
Calciumsalz vorzugsweise ein Calciumhalogenid.hinzu, welches ausgewahlt ist aus der 
Gruppe CaCI 2 , CaBr 2l Cal 2 und deren Hydrate. 

Beispielsweise kann man das A 1437-D-Dicalciumsalz konzentriert in einem gut 
Ibsendem Losungsmittel Ibsen und anschlieliend mit einem mischbaren aber das 
Antibiotikasalz weniger Ibsenden Mittel versetzten. Beispiele fur letztere sind weniger 
polare, organische Losungsmittel, wie Alkohole, Aceton, Acetonitril und weitere. Einen 
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Sonderfall bildet die Mischung aus Wasser und Methanol. Wahrend diese reinen 
Ldsemittel A 1437-D-Ca-Salze leicht losen, haben die Mischungen aus beiden 
Losungsmitteln deutlich schwachere Losungseigenschaften. Man kann also die A 
1437-D-Monocalciumsalze (3d/iv) aus Wasser (aus Methanol) mit Methanol- (Wasser-) 
Zugabe fallen und kristallisieren. Auf dieser Weise lassen sich Calciumsalze herstellen 
Oder reinigen. Das A 1437-D-Monocalciumsalz (3d/iv) bildet in Wasser-Methanol- 
Gemischen leicht Gele. Diese Gelbildung istfur die Kristallisation ungunstig, weil 
dadurch die Kristallisationsgeschwindigkeit stark verlangsamt wird. Fur die 
Kristallisation mussen deshalb Mafinahmen ergriffen werden, um die Gelbildung zu 
unterdrucken. So eine Malinahme kann z. B. die Zugabe von geringen Mengen eines 
geeigneten Stoffes, wie beispielsweise Butanol sein. 

Ein anderes Verfahren zur Herstellung des Calciumsalzes der Verbindung der Formel 
II, vorzugsweise dessen Monocalciumsalzes, beispielsweise das A 1437-D- 
Monocalciumsalz (3d/iv) r besteht in der Verwendung eines Tragers, zum Beispiel von 
Adsorptionsharzen, Umkehrphasentragem, Molekularsieben und lonenaustauschern, 
welcher mit einer wafcrigen Losung eines Natriun- oder Ammoniumsalzes der 
Verbindung der Formel II (beispielsweise das Natrium- oder Ammoniumsalz der 
Verbindung A 1437-D), die mit einem Calciumhalogenid versetzt wurde, oder 
wahlweise mit einer waUrigen Losung eines Dicalciumsalzes der Verbindung der 
Formel II (beispielsweise die Dicalciumsalze (3d/iia), (3d/iib) oder (3d/iic)) beladen 
wird. wonach der Trager optional mit einem geeigneten Losungsmittel gewaschen und 
schliefilich das Calciumsalz der Verbindung der Formel II, vorzugsweise das 
Monocalciumsalz, beispielsweise das A1437-D-Monocalciumsalz (3d/iv), mit einem 
geeigneten Losungsmittel eluiert wird. 

Zur Verwendung als Adsorptionsharze sind beispielsweise Amberlite XAD 7 (Rohm & 
Haas), DIAION® HP20SS (Mitsubishi Chem. Corp.), Poros'" 20 R2 oder Polyamid 6 
(Riedel-deHaen), bei Venwendung von Umkehrphasen-Tragern sind zum Beispiel 
LiChrosorb* RP-select B (E. Merck) geeignet. Es konnen aber auch Trager eingesetzt 
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werden, die gewbhnlich im Rahmen der Hydrophobic Interaction Chromatography (HIC) 
zum Beispiel fur die Proteinreinigung verwendet werden. Solche Trager sind zum 
Beispiel Phenyl Sepharose* oder TSKgel Phenyl Toyopearf . Daruber hinaus eignen 
sich auch Molekularsiebe wie sie fur die "size exclusion chromatography" oder 
Gelfiltrations-Chromatography verwendet werden. Die Grundlage von diesem 
Verfahren ist die Neigung der Verbindung der Formel II (beispielsweise A1437-D), 
Calcium-lonen zu binden. Bei der Verwendung von den genannten Tragern wird eine 
Mischung von Ammonium- oder Natriumsalzen der Verbindung der Formel II mit 
Calciumsalzen in Wasser hergestellt und diese Mischung in an sich bekannter Weise 
an den Tragern getrennt. Wahlweise kann auch eine waGrige Losung eines 
entsprechenden Dicalciumsalzes vorgelegt werden. Beispielsweise wird eine wafirige 
Losung von A1437-D-Natriumsalz und Calciumchlorid auf ein Adsorptionsharz, wie 
zum Beispiel auf DIAION* HP 20SS aufgetragen, das beladene Harz mit Wasser 
gewaschen, urn uberschussige Salze zu entfernen, und anschlieliend wird das 
Calciumsalz des Lipopeptids mit wasserhaltigen oder wasserfreien Losungsmitteln, 
vorzugsweise mit Methanol von dem Trager eluiert. Die A1437-Calcium-haltigen 
Fraktionen werden getrocknet. Ein so gewonnenes Produkt hat beispielsweise die 
Elementzusammensetzung C 59 H 92 N l4 0 19 Ca (Monocalciumsalz der Verbindung der 
Formel II (3d/iv)). 

Ferner konnen zur Gewinnung von Calciumsalzen der Verbindung der Formel II 
lonenaustauscher, vorzugsweise Anionenaustauscher eingesetzt werden. Bei dieser 
Methode wird beispielsweise eine beliebige walirige, ionenarme Losung der 
Verbindung der Formel II bei pH-Werten zwischen pH 5 und pH 9 an einen 
Anionenaustauscher gebunden, und nach dem Waschen des beladenen Tragers mit 
Wasser wird das Monocalciumsalz der Verbindung der Formel II mit einer steigenden 
Konzentration eines in Wasser loslichen Calciumsalzes eluiert. Das Sauleneluat, 
welches das Monocalciumsalz enthalt, wird zum Beispiel durch reverse Osmose 
entsalzt und getrocknet. Wahlweise kann das Monocalciumsalz durch andere 
Verfahren, wie z.B. durch Kristallisation isoliert werden. 
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Die Verbindungen der Formel II, die Vorstufen der erfindungsgemafien Calciumsaize, 
lassen sich vorteilhafterweise, wie aus der EP 0 629 636 A1 bekannt, durch 
Fermentationvon Actinoplanes sp., vorzugsweise Actinoplanes friulensis (DSM 7358), 
herstellen und wahlweise, wie in der EP 0 688 789 A1 (US 5,629,288) beschrieben, 
durch Austausch des Saurerestes R1 in Formel II durch einen nicht naturlich 
vorkommenden Saurerest derivatisieren. Die so gewonnenen Verbindungen der Formel 
II lassen sich wie vorstehend beschrieben zu deren Calciumsalzen umsetzen. 

Die eingangs gestellte Aufgabe, ein verbessertes Verfahren zur fermentativen 
Herstellung der Verbindung der Formel II, der Saurevorstufe der erfindungsgemafien 
Calciumsaize, bereitzustellen, bei dem von dem Mikroorganismus bevorzugt die 
Verbindung der Formel II produziert wird, wird dadurch gelost, dafl man bei der 
Fermentation von Actinoplanes spec, vorzugsweise von Actinoplanes friulensis DSM 
7358, die Fermentationslosung mit einem oder mehreren Komplexbildnern, 
vorzugsweise Chelatbildnern, und mit der Aminosaure Asparagin supplementiert. 

Vorzugsweise wird als Komplexbildner Zitronensaure oder Ehylendiamintetraacetat 
(EDTA) verwendet. 

Vorteilhafterweise kann auch die Fermentationslosung mit EDTA und Zitronensaure 
supplementiert werden. 

Zur Erhohung derAusbeute einer Verbindung der Formel II, bei welcher R 
beispielsweise ein Fettsaurerest der Formel (3a) oder vorzugsweise (3b) ist, kann die 
Fermentationslosung zusatzlich mit der Aminosaure L-Leucin supplementiert werden. 

Zur Erhohung der Ausbeute an einer Verbindung der Formel II, bei welcher R1 
beispielsweise ein Fettsaurerest der Formeln (3c) oder vorzugsweise (3d) bedeutet, 
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kann die Fermentationslosung zusatziich mit der Aminosaure L-Valin supplementiert 
werden. 

DemgemaG betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung eines 
Calciumsalzes der Verbindung der Formel II, das sich dadurch auszeichnet, dali man 
in einem ersten Schritt die Verbindung der Formel II, wie vorstehend beschrieben, 
durch Fermentation von Actinoplanes spec, vorzugsweise Actinoplanes friulensis 
(DSM 7358), herstellt, wobei man die Fermentationslosung mit einem oder mehreren 
Komplexbildnern. vorzugsweise Chelatbildnern, und mit der Aminosaure-Asparagin 
supplementiert, und man in einem nachfolgenden Schritt das Calciumsalz der 
Verbindung der Formel II, wie vorstehend erlautert, durch Fallung, Kristallisation oder 
Behandlung an einem Trager gewinnt. 

Die vorliegende Erfindung betirfft auch ein Calciumsalz der Verbindung der Formel II 
zur Verwendung als Arzneimittel. 

Die Calciumsalze der Verbindung der Formel II eignen sich vorzugsweise zur 
Herstellung eines Arzneimittels gegen bakterielle Infektionen, wobei die vorstehend 
beschriebenen Calciumsalze (3c) und insbesondere (3d) oder die Dicalciumsalze 
(3c/iia), (3c/iib) sowie (3c/iic) und insbesondere die Dicalciumsalze (3d/iia), (3d/iib) 
oder (3d/iic) besonders geeignet sind, wobei das Dicalciumsalz (3d/iia) besonders 
bevorzugt ist. Besonders eignen sich auch die Monocalciumsalze der Verbindung der 
Formel II zur Herstellung eines Arzneimittels gegen bakterielle Infektionen, wobei die 
Monocalciumsalze (3c) und insbesondere (3d) mit der Summenformel (3c, 3d/iv) 
C 59 H*N 14 O l9 Ca bevorzugt sind. Vorzugsweise eignen sich die vorstehend genannten 
Calciumsalze der Verbindung der Formel II zur Herstellung eines Arzneimittels gegen 
bakterielle Infektionen, die von gram-positiven Bakterien, vorzugsweise von 
glycopeptidresistenten Bakterien, hervorgerufen werden. 
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Die wenigstens ein Calciumsalz der Verbindung der Formel II enthaltenden Arzneimittel 
konnen ferner die ublichen pharmazeutischen Hilfsstoffe enthalten. 

Beispielsweise kann das Dicalciumsalz der Verbindung der Formel II, vorzugsweise 
das Chlorid 3d/iia, zur Herstellung eines Arzneimittels mit gleichen Gewichtsanteilen 
Mannit in Wasser gelost und anschliefiend lyophilisiert werden. 

Besonders geeignet sind die Calciumsalze der Verbindung der Formel II aufgrund ihrer 
Loslichkeit und ihrer toxikologischen Eigenschaften zur parenteralen VeTabreichung in 
Form einer injizierbaren Losung. DemgemaG betrifft die vorliegende Erfindung auch 
injizierbare Losungen, enthaltend ein Oder mehrere Calciumsalze der Verbindung der 
Formel II, vorzugsweise das Calciumsalz (3d/iv) mit der Summenformel C S9 H 92 N 14 0i 9 Ca 
Oder besonders bevorzugt das Calciumsalz 3d/iia mit der Summenformel 
C 5 9H92Ni40i 9 Ca 2 Cl2. 

Zur Herstellung einer Injektionslosung kann das aus zu gleichen Gewichtsanteilen an 
Mannit und Calciumsalz bestehende Lyophilisat in entsprechend aufbereitetem Wasser 
gelost werden. 



Beispiele 

In den nachfolgenden Beispielen wird die Saureform der Verbindungen der Formel I mi 
A1437 bezeichnet. Figur 2 gibt eine Ubersicht uber die in den Beispielen hergestellten 
bzw. eingesetzten Lipopeptide. Die mit A1 437-A, -B und -G bezeichneten 
Verbindungen der Formel I gehoren zu den Lipopeptiden vom Amphomycin-Typ (R 1 = 
OH in Formel I), die mit A1437-C, -D und -H bezeichneten Verbindungen gehoren zu 
den Lipopeptiden vom Asparagin-Typ (R 1 = NH 2 in Formel I) bzw. sind Verbindungen 
der allgemeinen Formel II. 
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Fig. 2 



Wie aus der EP 0 629 636 bekannt, bitdet Actinoplanes spec, insbesondere 
Actinoplanes friulensis DSM7358, fermentativ mindestens acht antibiotisch wirksame 
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Verbindungen der Formel I sowohl vom Amphomycin- als auch vom Asparagin-Typ. Am 
Beispiel der Lipopeptide A1437-C und A1437-D (beides Verbindungen der Formel II) 
soli gezeigt werden, durch welche Mafinahmen sich die Ausbeuten an Lipopeptiden 
vom Asparagin-Typ wesentlich erhohen lassen. 

A1437-C und A1437-D sind zyklische Dekapeptide mit einem exozyklischen Asparagin, 
das im Fall des C-Peptids mit einer C13- und im Fall des D-Peptids mit einer C14- 
Fettsaure acyliert ist (Fig. 2). Durch Futterung mit den Aminosauren Valin bzw. Leucin, 
die als Starter fur die Synthese der jeweiligen Fettsaure dienen, kann die Fermentation 
in Richtung C- bzw. D-Peptidbildung gesteuert werden. Allerdings werden stets 
gleichzeitig mit dem C-Peptid ein sog. A-Peptid (A1437-A) und mit dem D-Peptid das B- 
Peptid (A1437-B) gebildet, das sich vom C- bzw. D-Peptid nur in der exozyklischen 
Position (Asparaginsaure statt Asparagin) unterscheidet. In der Regel liegen die Titer 
dieser Peptide sogar noch hoher als die des C- und D-Peptids; im gunstigsten Fall 
betragt das Verhaltnis ca. 1:1. Typischerweise bewegten sich die Ausbeuten in der 
Schuttelkultur zwischen 40-150 mg/l D-Peptid bei 50 - 250 mg/l B-Peptid (Beispiel 1). 
In 30 I und 200 l-Stahlfermentern konnten typischerweise 800 - 1 100 mg/l B-Peptid bei 
20 - 40 mg/l D-Peptid erzielt werden (Beispiel 2). 

Mogliche Ursachen fur die in Fermentem reduzierten Ausbeuten an A1437-D sind zum 
einen mogliche negative Einflusse von Metallionen, die durch Abrieb vom Fermenter in 
die Kulturlosung gelangen sowie die die erhohte Biomassebildung, die zu einem 
relativen Mangel an Asparagin fuhrt. Urn diese Moglichkeiten naherzu untersuchen, 
wurde die Kulturlosung mit EDTA (0.5 mM) und Zitronensaure (10 mM) als lonenfanger 
- sowie mit Asparagin (0.5 g/l) supplementiert. Hierbei zeigte sich, dafi im Stahlfermenter 
nicht nur die Schuttelkulturausbeute erreicht werden konnte, sondern 
uberraschenderweise auch signifikant ubertroffen und das D-Peptid (A1437-D) die 
pravalente Komponente wurde. Die maximalen Ausbeuten betrugen z.B. 1.2 g/l 
A1437-D bei 280 mg/l A1437-B (Beispiel 2). Die selektive Verlagerung und Steigerung 
der Ausbeute in Richtung A1437-D konnte ebenfalls in Schuttelkultur beobachtet 
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werden Die Ausbeute an A1437-D konnte in Schuttelkultur bei gleicher 
durchschnittiicher Ausbeute an A1437-B auf ebenfalls 1 g/l gesteigert werden 

(Beispiel 1). 

Beispiel 1 

Erhohung der Ausbeuten an A1437-D mit Actinoplanes friulensis DSM 7358 in 
Schuttelkultur durch Zugabe von EDTA und Asparagin 

Ein 300 ml-Erlenmeyerkolben mit 100 ml einer Nahrlosung (ML 1) folgender 
Zusammensetzung 

NL1: 30 g/l Saccharose 
2 g/l KN0 3 

1 g/l K2HPO4 

0,5 g/l MgS0 4 *7H 2 0 

0,5 g/l KCI 

0,01 g/l FeS04*7H 2 0 

2 g/l Hefeextrakt 

5 g/l Caseinpepton pH7.3 

wird mit einer Amp* (3 ml Fullmenge) Myzel. das bei -190 -C in flussigem Stickstoff 
gelagerl war, beimpft und «r 5 Tage bei 28 X und 240 Upm geschuKelt. 

Mit 25 ml dieses Kolbens wird ein 2 ,-ErlenmeyerKolben, der mit 500 ml der folgender, 
Nahrlosung (NL 2) gefullt ist, beimpft. 
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NL2: 11 g/l Saccharose 

6 g/l Fleischextrakt Merck 
0,3 g/l Hefeextrakt 
0,6 g/l MgS0 4 *7H 2 0 
0,1 g/l KH 2 P0 4 
3,9 g/l L-Valin 

0,0027 g/IFeCI 3 *6H 2 0 pH 7,2 



Der pH-Wert der Fermentationsbruhe betragt am Ende der Fermentation 7,0 bis 7,8. 
Typischerweise lagen die Ausbeuten zwischen 20 und 155 mg/l A1437-D bei 60 -250 
mg/l A1437-B. 



Einzelergebnisse 



Kolben 





A1437-B 


A1437-D 




mg/l 


mg/l 


1 


140 


85 


2 


180 


140 


3 


240 


155 


4 


110 


130 


5 


90 


20 


6 


60 


40 



Durch Zugabe von 0,5 mM Ethylen-diamino-tetraessigsaure (EDTA) und 0.5 g/l 
Asparagin konnten die Ausbeuten an A1437-D auf ca. 1 g/l bei gleicher 
durchschnittlicher Ausbeute an A1 437-B gesteigert werden. 
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Einzelergebnisse 



Kolben 





A 1 AVI R 


A1437-D 




mg/l 


mg/l 


1 


170 


860 


2 


70 


500 


3 


200 


980 


4 


130 


510 


5 


65 


420 


6 


190 


780 



Beispiel 2 



Erhohung der Ausbeuten an A1437-D durch Fermentation von Actinoplanes friulensis 
DSM 7358 in 200 l-Fermentern durch Zugabe von EDTA und Asparagin. 

Ein 300 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml der Nahrlosung 1 wird mit dem Inhalt einer bei 
-190-C gelagerten Ampulle beimpft und fur 5 Tage bei 28>C und 240 Upm geschuttelt. 

20 ml dieses Kolbens wurden auf einen mit 500 ml derselben Nahrlosung gefullten 21- 
Erlenmeyerkolben verimpft. der fur ebenfal.s 5 Tage bei 28'C und 120 U P m geschuttelt 

wird. 

Der inhalt von 8 dieser Kolben wird auf einen 40 l-Fermenter verimpft, der mit 30 I der 
Nahrlosung 2 gefullt ist und fur 150 - 250 h bei 28'C. 0,7 vvm und einer 
Ruhrergeschwindigkeit von 0,8 m/sec gefahren wird. Der pH-Wert der 
Fermentationsbruhe betragt am Ende der Fermentation 7,0 bis 7,8. 

Die Ausbeuten liegen typischerweise zwischen 20 und 40 mg/l A1437-D bei einer 
A1437-B-Konzentration von 800 - 1000 mg/l. 
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Einzelergebnisse 



A1437-B A1437-D 
mg/l m 9 /! 



Fermenter 1 
2 

3 1050 



830 20 
730 40 



40 



Durch Zugabe von 0,5 mM EDTA und 0,5 g/l Asparagin konnten die A1437-D- 
Ausbeuten auf bis zu 1 ,2 g/l bei erheblicher Reduzierung der A1 437-B-Konzentrat.cn 
erhoht werden. 



Einzelergebnisse 



Fermenter 1 

2 
3 



A1437-B , A1437-D 
mg/l m( 3 n 

220 690 
140 93° 
430 1200 



Beispiel 3 

Ausbeuten an 
Schuttelkultur. 



A1437-C durch Fermentation von Actinoplanes friulensis DSM 7358 in 



Ein 300 ml-Er.enmeyerkolben mit 100 ml der Nahrlosung 1 wird mit dem inhalt einer bei 
-190 -C gelagerten Ampulle beimpft und fur 5 Tage bei 28 °C und 240 Upm geschuttelt. 

Mit 25 ml dieses Kolbens wird ein 2 l-Erlenmeyerkolben, der mit 500 ml der tolgenden 
Nahrlosung (NL 3) gefullt ist, beimpft. 
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NL3: 11 g/l Saccharose 

6 g/l Fleischextrakt 

0,3 g/l Hefeextrakt 

0,6 g/l MgS0 4 *7H 2 0 

0,1 g/l KH 2 P0 4 

3,9 g/l L-Leucin 

0,0027 g/l FeS0 4 *7H 2 0 pH 7.3 

Der pH-Wert der Fermentationsbruhe betragt am Ende der Fermentation 7,0 bis 7,8. 
Die Ausbeuten betragen typischerweise: 

A1437-A A1437-C 
mg/l , m 9" 



Kolben 1 
2 
3 
4 
5 
6 



166 298 

543 168 

518 17 3 

435 210 

345 230 

225 215 



Beispiel 4 

Tabelle 2 git* einen Stabilitats-Vergleich von dem A 1437 D - Natrium-Salz m,t dem 
Calcium-Mischsalz, C 59 H 92 N 14 0 19 Ca 2 l 2 , nach Lagerung bei 40° G wieder. 



Abbaurate des A 1437 D, in %. 
3 % 



A 1437-D-Natriumsalz, 
C 5 9H 92 N 14 0 1 9Ca 2 l 2 : < 0,5 % 
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Enteroc. faecium, HM3 
Enteroc. gallinarium, HM8 
Enteroc. faecalis, HM9 
Enteroc. faecalis, UC5 
Enteroc. faecalis, DU18 
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Resistenz* 

teiR. vanR, eryR 
vanR, tetR 
novR, vanR, eryR 
ATCC 29212 novR 
tetR, novR 



MHK-Werte (ug / ml) 

0.6 
0.15 
2.5 
2.5 
0.6 



. S = empfindlich, R = resistent, ery = Erythromycin, nov = Novobiocin: 
ofl = Ofloxacin, oxa = Oxacillin, rif = Rifampin, tei = Teichoplanm, 
tet = Tetracyclic van = Vancomycin. 



Beispiel 6 

Harstallung des A 1437 D-dicalcium-jodid-Salzes (C»H«N«0„C«2W- 

Zu einer L 6 sung von 1.35 g A 1437 D - Natriumsaiz in 27 m, absol. Ethane, warden 
iangsam 0.8 g Ca,,x4H,0, gelos, in 3 ml Ethane,, gegeben. Hierbei .am aiimahl.ch «n 
waiter, flockiger Niederschlag aus, dar nach 30 Minuten durch Zentrifug.eren 
gesammeit, dreimai mitje 10 ml kaltem Ethyialkohol gewaschen und an S ch„e R end ,m 
Vakuum getrockne. wird. Es resultieren 1 .4 g A 1437 D-dicalcium-jod.d-Salz. Dja 
Analyser ergeben neben 79% A 1437D. welches durch HPLC bestimm. wird, 5 /. Ca, 
15.4% Jod und < 0.2% Natrium, entsprechend dar Zusammensetzung 

C 5 9H92Nl40l9Ca 2 l2. 

Beispiel 7 

Herstellung des A 1437 D-calcium-bromid-Salzes. 

1 8 g A 1 437 D - Natriumsaiz werden in 360 ml absol. Ethanol ge.ost und bei 
Zimmertemperatur mit 7 g CaBr, ge!6st in wasserfreiem Ethanol, versetzt Es fal.t 
hierbei ein weiAer, flocKiger Niederschlag aus, der durch Zentrifugieren 15 M.nuten be, 
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Beispiel 5 « 
Die an.ibak,ene,,e Wirkung des A 1437 D - Ca-Salzes is. in der M 
zusammengefar*. Der Wert der Verbindung is. in ihrer Wirksamkei. gegen d,e 
zusammenge Krankhei.serreger begrOndel: das Wirkungsspeklrum 

resistentenundmultires.stentenKrankne.lserrege a 

m acm das An.ibio.ikum - neben der unten au.gefunr.en gu«en VertragiiChke,. - zu 
Bereicherung des Arzneimittelschatzes. 

Tabeiie 3: ,n-V«ro mm das A 1437 D - Ca-Saizes gegan g ram pcs,ve Ba^ien to, 
Reihenverdunnungs.es. angegeben a,s minima.e Hemm-Konzen,ra,on fMHK). 



Keim 



Resistenz* MHK-Werte (ug I ml) 



Staphyioc. aureus, 1 1 HT3 S 

Staph, aureus, ATCC 13709, 

Staph, aureus, 11 HT1 ™vR 

Staph, aureus, 11 DU5 novR, tetR 

Staph, aureus, 11 CB20 oxaR, eryR, tetR 

Staph, aureus, 1 1 G064 ofIR, oxaR, eryR, novR 
Staphyioc. coagul. negativ ofIR, oxaR, tetR 

Staph, epidermidis, GO20 tetR 

Staph, epidermidis, G042 oxaR 

Streptoc. pyogenes, A1 SJ1 eryR 

Streptoc. pyogenes, A1FI6 eryR 

Streptoc. gr. G, G0CB2 tetR, rifR, novR 

Streptoc. pneumoniae 30BI2 eryR 

Streptoc. miileri, GR12 S ^ ^ 

Streptoc. mitis, GR16 eryR 

Enteroc. faecium, AP9 * anR ' teiR 

Enteroc. faecium, HT12 teiR, vanR, eryR, tetR 

Enteroc. faecium, IP2 teiR, vanR, eryR, tetR 



0.04 
0.6 
0.15 
0.08 
0.6 
0.6 
0.3 
0.3 
0.3 
0.6 
0.6 
0.3 
■0.3 
0.3 



0.6 
0.6 
0.6 
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8000 g gesammelt wird. Zweimaliges Waschen mit je 1 80 ml absol. Ethanol und 
anschlieGendes Trocknen im Vakuum fuhrt zu 18.8 g A 1437 D-calcium-bromid-Salz, 
dessen Analyse 80% A 1437 D ( HPLC, als freie Saure ), 6% Calcium, 15 % Brom und 

< 0.1% Natrium ergibt. 

Beispiel 8 

Herstellung des A 1437 D-Monocalciumsalzes durch Festphasen-Extraktion. 

1,1 g A 1437 D-calcium-bromid-Salz hergestellt entsprechend Beispiel Twerden in 
Wasser gelost und auf eine vorbereitete, 16 ml fassende, mit MCI Gel CHP20P, 75- 
150u gefullte Saule aufgetragen. Eluiert wird, so rasch es geht, mit einem 
Ldsungsmittel-Gradienten von 10% Methanol in Wasser (Losung A) bis 90% Methano. 
und 10% Butanol (Lbsung B). Es werden zuerst die Verun-reinigungen von der Saule 
gewaschen, dann mit reiner Lbsung B das A 143,7 D-Monocalciumsalz. Konzentneren 
im Vakuum ergeben 0.8 g A 1437 D-Monocalciumsalz mit 96% A 1437 D ( HPLC ) 
sowie 3% Calcium, entsprechend der Zusammensetzung C 59 H 92 N 14 0 19 Ca. 

Beispiel 9 

Umfallen des A 1437 D-calcium-bromid-Salzes. 

1 g A 1437 D-Calciumbromid-Salz, gewonnen wie im Beispiel 7 beschrieben, wird in 
100 ml Wasser gelost und mit 36 ml einer Mischung von Methanol-Butanol ( 9:1 ) 
versetzt Die zuerst klare Losung wird allmahlich trub, sie wird zur Vervollstandigung 1 2 
Stunden stehengelassen. Durch Zentrifugieren wird der entstandene Niederschlag 
gesammelt, mit 50 ml kaltem 40%-igem Methanol in Wasser gewaschen und .m 
Vakuum getrocknet. Es werden 720 mg Monocalciumsalz, C 59 H 92 N 14 0 19 Ca, erhalten m.t 
3.1 % Calcium, < 1% Brom und 95% A 1437 D-Monocalciumsalzes. 
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Beispiel 10 

Gewinnung des A 1437 D-Monocalciumsalzes (C 59 H 92 N 14 0 19 Ca) durch Methanol- 
Fallung. 

1 g A 1437 D - Natriumsalz werden in 30 ml Wasser gelost und mit einer Losung von 
200 mg CaCI 2 in 10 ml Wasser versetzt. Zur klaren wassrigen Losung werden 14 ml 
einer Mischung von 90% Methanol und 10% Butanol gegeben und nach einer Stunde 
bei 4° C abzentrifugiert. Der zweimal mit je 30 ml wassrigem Methanol (40% ) 
gewaschene Niederschlag ergibt 810 mg A 1437 D-Monocalciumsalz mit 3.2% 
Calcium, < 1% Chlorid und 94,5% A 1437 D-Monocalciumsalz. berechnet als freie 
Saure. 



Beispiel 1 1 

Bestimmung der in-vitro Hamolyse. 

Zur Messung hamolytischen Aktivitat wird frisch entnommenes, venoses Blut von 
Mensch, Rhesusaffen oder Beaglehund verwendet. Das Blut wird in heparinisierten 
Rohrchen gesammelt und in Aliquots von 200 ul auf 12 Ployethylenrohrchen verteilt. 
Ein Aliquot wird mit 200 ul destilliertemWasser versetzt und dient als 100 % Standard, 
ein anderes wird mit 200 ul physiologischer Kochsalzlosung (0.9 % NaCI ) gemischt 
(0% Standard) Je 200 ul von Substanzverdunnungen in physiologischer 
Kochsalzlosung zu 1600, 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 und 3.125 mg/l werden 
auf die ubrigen Rohrchen verteilt. Samtliche Rohrchen werden vorsichtig geschwenkt 
und dann fur 3 Stunden bei 37" C inkubiert. Anschlieliend wird der 100 % Standard mit 
5 ml destilliertem Wasser, die ubrigen Rohrchen mit je 5 ml physiologischer 
Kochsalzlosung aufgefullt und 5 Minuten bei 700 g zentrifugiert. 

Die Hamolyse wird durch Messung der Absorbtion des Uberstandes in einem 
Spektralphotometer bei einer Wellenlange von 540 nm bestimmt. Die Absorption des 
Standards mit kompletter Hamolyse wird als 100 % gesetzt. Die Absorption der 
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Testpraparatverdunnungen und des 0 % Standards werden gemessen und als Prozent 
der maximal induzierbaren Hamolyse angegeben. Die Tabelle 4 zeigt das Ergebn.s des 
Hamolyseversuchs mit A 1437-B, A 1437-G im Vergleich zu A1437-D Ca-Salz, 
durchgefuhrt mit Affenblut. 

Die Tabelle 4 zeigt beispielhaft die in vitro Hamolyse von Affenblut in Abhangigkei. von 
den Antobiotika-Konzentrationen. 

Tabelle 4 



Antibiotika-Konzentrationen ( mg / 1 ): 
12 5 25 50 100 200 400 800 1600 



A 1437-B 



0 2 7 11 



16 25 31 39 



A 1437-G 



0 5 8 12 



17 25 30 40 



A1437-D Ca-Salz 0 0 0 



9 15 19 



Beispiel 12 

Herstellung des A 1437 D-dicalcium-dichlorid-Salzes aus dem Natrium-Salz. 

15 g A 1437 D-Natriumsalz werden in 400 ml absolutem Ethanol vollstandig gelost und 
mit 2,52 CaCI 2 (trocken), gelost in 100 ml absolutem Ethanol, unter langsamem Ruhren 
wahrend 30 Minuten versetzt und anschliefiend zwei Stunden bei 0 °C stehen 
gelassen Der Niederschlag wird durch Zentrifugieren abgetrennt, mit 200 ml Ethanol 
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gewaschen. erneut abzentrifugiert und im Hochvakuum getrocknet. Die Ausbeute 
betragt 16 5 g. Das Endprodukt enthalt 80.5% A 1437 D-Lipopeptid, berechnet a.s fre.e 
Saure 4 5% Wasser, 5.1% Calcium, 7.5% Chlorid und 2.1% Natrium entsprechend 
der Summenformel C 59 H 92 N 14 O l9 Ca 2 C. 2 mit einer Beimengung von ca. 4.6% NaCl. 



Beispiel 13 

Kristallisation des A 1437 D-dicalcium-dichlorid-Salzes aus dem Natrium-Salz. 

2 5 g A 1437 D-Natriumsalz, Reinheit: 91,9%. werden in 100 ml Wasser gelost, mit 
10 g CaCI 2 ( z B. Aldrich Cat. No,. 38.314-7) versetzt. Falls hierbei eine Trubung 
auftritt wird diese durch Filtration oder durch Zentrifugieren entfemt. Nun wrd d.e 
Kristallisation durch Zugabe von 35 ml Ethanol im Verlauf von zwei Stunden langsam 
ausgelost, wobei bei einem organised Losungsmittel-Anteil von 15 % d.e 
Kristallbildung ailmahlich einsetzt. Zur Besch.eunigung der Kristallisation kann der 
Ansatz bei einem Losungsmittelanteil von 20 % angeimpft werden. Nach beendeter 
Losungsmittel-Zugabe lafit man die krista.line Suspension 24 Stunden be, 
Raumtemperatur stehen. wobei ein gelegentliches Umruhren die Kristal.b.ldung 
beschleunigt. Zur Vervollstandigung der Kristallisation wird der Ansatz uber Nacht auf 
+ r C gekuhlt und anschlieftend abgenutscht. Das aus dichtem Nadelbuscneln 
bestehende Krista.lisat wird mit 5 m. einer kalten Mischung von 25 % Ethanol .n 
Wasser gewaschen und anschliellend getrocknet. Es werden 22 g A 1437 D 
Dicalciumdichlorid-Salz. entsprechend 81 % Ausbeute, in 97,9 %-iger Re.nhe.t 
gewonnen. Die Mutterlauge ( 5 g organischer Feststoff. mit etwa 63 %-iger Reinhe.t ) 
wird gekuhlt stehen gelassen. wobei im Laufe von mehreren Tagen noch we.teres A 
1437 D-Dicalciumdichlorid-Salz auskristallisiert. 
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Beispiel 14 

Herstellung einer A 1437 D - Dicalciumdichlorid-lnjektionslosung 

100 mg A 1437 D-Dicalciumdichlorid und 1 00 mg apyrogenes Mannit werden in 2 ml 
sterilem Wasser gelost und lyophilisiert. Das gesamte Lyophilisat, das als Pulver 
vorliegt, wird in 2 ml Wasser fur Injektionslosungen gelost, in eine sterilisierte Ampu.le 
gefullt und die Ampulle mit einem Septum verschlossen. 
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Patentanspruche 



Ein Calciumsalz der Verbindung der Formel 



COOH 
O 



1^% ~~MI-H H OOC ™ 0 



2 



worm 



R1 ein geradkettiger Oder verzweigter, gesattigter oder ungesattigter 
aliphatischer Acylrest mit 8 bis 22 Kohlenstoffatomen bedeutet, der wahlweise durch 
ein oder mehrere Phenyl- oder Cycloalkylgruppen unterbrochen oder m.t solchen 
Gruppen verknupft und ferner wahlweise durch Sauerstoff unterbrochen se,n kann. 

2. Calciumsalz nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB R1 ein durch eine 
Phenyl- oder Cycloalkylgruppe unterbrochener oder mit einer solchen Gruppe 
verknupfter Acylrest bedeutet. 



3. 



Calciumsalz nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet, daB R1 
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(a) 



(b) 



(c) 



(d) 
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oder 



.0 




wobei n eine ganze Zahl von 0 bis 20 ist. 



4 Ca.ciumsaU nach An*™* 1. dadurcn 3 e k ennzeichnet. da* R1 ein 

many,- Oder Cycloa W pe U nd durch Sauars.o* unpens, Acylrest bedeutat. 



5. 



Calciumsalz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da* R1 
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(a) 



H3C— (CHzJn-O- 




(CHsJn 




oder 



(b) 



H3C — (CH2) 



bedeutet, wobei n eine ganze Zahl von 0 bis 20 ist. 

6 Calciumsalz nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft R1 ein 
geradkettiger oder verzweigter, gesattigter oderungesattigter aliphatischer Acylrest m,t 
12 bis 15 Kohlenstoffatomen bedeutet. 

7. Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft R1 




bedeutet. 



Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dad R1 




bedeutet. 

9. Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft R1 
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bedeutet. 

Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB R1 



10. 




bedeutet. 



1 1 . Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da* R1 




bedeutet. 



12. Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, da& R1 




bedeutet. 
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13. Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dall R1 




bedeutet. 



1 4. Calciumsalz nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daft R1 




bedeutet. 



1 5. Calciumsalz nach Anspruch 1 oder 6, f erner gekennzeichnet durch die 
allgemeine Summenformel C 46+ nH 68 . 2 „N 14 0 19 Ca 2 X 2 , worin n eine ganze Zahl von 7 bis 
21 und X ein Anion bedeuten. 

16. Calciumsalz nach Anspruch 1 oder 6, ferner gekennzeichnet durch die 
allgemeine Summenformel C 46+ nrWN 14 0, 9 Ca 2 X 3 , worin n eine ganze Zahl von 7 bis 
21 und X ein Anion bedeuten. 

17. Calciumsalz nach Anspruch 1 oder 6, ferner gekennzeichnet durch die 
allgemeine Summenformel C 46+n H 70+2n N 14 O 19 Ca 2 X 4 , worin n eine ganze Zahl von 7 bis 

21 und X ein Anion bedeuten. 
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18 Calciumsalz nach einem oder mehreren der Anspruche 1 , 6 und 7 bis 14, ferner 
gekennzeichnet durch die aligemeine Summenformel CWWIuOi.CaaX,, worm n 
eine ganze Zahl von 7 bis 21 und X ein Anion bedeuten. 

19 Calciumsalz nach einem oder mehreren der Anspruche 1, 6 und 7 bis 14, femer 
gekennzeichnet durch die allgemeine Summenformel C WWNiA.Ca^ wonn n 
.eine ganze Zahl von 7 bis 21 und X ein Anion bedeuten. 

20 Calciumsalz nach einem oder.mehreren der Anspruche 1, 6 und 7'bis 14, ferner 
gekennzeichnet durch die allgemeine Summenformel CWW^Oi-Ca*. worm n 
eine ganze Zahl von 7 bis 21 und X ein Anion bedeuten. 

21 . Calciumsalz nach Anspruch 9 oder 1 0, ferner gekennzeichnet durch die 
Summenformel C^NnOisCa^, worin X ein Anion bedeutet. 

22. Calciumsalz nach Anspruch 9 oder 1 0, ferner gekennzeichnet durch die 
Summenformel C 59 H 93 N 14 0 19 Ca 2 X 3 , worin X ein Anion bedeutet. 

23. Calciumsalz nach Anspruch 9 oder 10, ferner gekennzeichnet durch die 
Summenformel C S9 H 94 N 14 0 19 Ca 2 X4, worin X ein Anion bedeutet. 

24. Calciumsalz nach einem oder mehreren der Anspruche 1 5 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, dali X CP, Br' oder I" bedeutet. 

25. Calciumsalz nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dad X CI" bedeutet. 

26 Calciumsalz nach Anspruch 1 oder 6, ferner gekennzeichnet durch die 
allgemeine Summenformel C 46+n HW n N 14 0 19 Ca, worin n eine ganze Zahl von 7 b.s 21 

bedeutet. 



WO 99/43700 



PCT/EP99/00930 



.43 

27 Calciumsalz nach einem oder mehreren der Anspruche 1 , 6 und 7 bis 14, tamer 
gekennzeichnet durch die allgemeine Summenformel C^WM)i.Ca. wonn n erne 
ganze Zahl von 7 bis 21 bedeutet. 

28. Calciumsalz nach Anspruch 9 oder 1 0, f erner gekennzeichnet durch die 

Summenformel Css^N^OigCa. 

29. Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes gemaft einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 25, dadurch gekennzeichnet daft man ein Natrium- oder 
Ammoniumsalz der Verbindung der Formel II gemaft einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 in einem geeignetem organischen Losungsmittel lost, zu d.eser 
Losung ein in Ethanol gelostes Calciumsalz hinzufugt und das Calciumsalz gemaft 
einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 25 als Niederschlag isoliert. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daft das geeignete 
organische Losungsmittel Ethanol ist. 

31 Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, dadurch gekennzeichnet, daft man ein in 
Ethanol gelostes Calciumhalogenid, welches ausgewahlt ist aus der Gruppe CaCI 2 , 
CaBr 2 , CaJ 2 und deren Hydrate, hinzufugt. 

32 Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes gemaft einem oder mehreren der 
Anspruche 26 bis 28, dadurch gekennzeichnet daft man ein Calciumsalz gemaft e.nem 
Oder mehreren der Anspruche 15 bis 25 in einem poiaren Losungsmittel lost, 
anschlieftend die erhaltene Losung mit einem weniger poiaren Losungsm.ttel oder 
einer Mischung aus weniger poiaren Losungsmitteln versetzt und das Calc.umsalz 
gemaft einem oder mehreren der Anspruche 26 bis 28 als Niederschlag .sol.ert. 

33 Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes gemaft einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 und 26 bis 28, dadurch gekennzeichnet daft man ein Natnum- oder 
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Ammoniumsalz der Verbindung der Formel II gemali einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 in einem polaren Losungsmittel lost, zu dieser Losung ein in 
demselben Losungsmittel gelostes Calciumsalz hinzufugt, anschiieAend die erhaltene 
Losung mit einem weniger polaren Losungsmittel oder einer weniger polaren 
L6sungsmittelmischung versetzt und das Calciumsalz gemafi einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 und 26 bis 28 als Niederschlag isoliert. 

34 Verfahren nach Anspruch 32 oder 33, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Natrium- oder Ammoniumsalz der Verbindung der Formel II oder das CaTciumsalz 
gemaB einem oder mehreren der Anspruche 15 bis 25 in einem polaren Losungsm.ttel 
gelost wird, das ausgewahlt ist aus der Gruppe Wasser, Dimethylsulfoxid und 
Methanol. 

35 Verfahren nach Anspruch 32, 33 oder 34, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
weniger polare Losungsmittel ausgewahlt ist aus der Gruppe Alkohole, Aceton und 
Acetonitril. 

36 Verfahren nach Anspruch 32 oder einem oder mehreren der Anspruche 33 bis 
35 dadurch gekennzeichnet, dafJ das Natrium- oder Ammoniumsalz der Verbindung 
der Formel II oder das Calciumsalz gema* einem oder mehreren der Anspruche 15-b.s 
25 in Wasser gelost wird und das weniger polare Losungsmittel Methanol ist. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, dafi als weniger polare 
Losungsmittelmischung ein Gemisch aus Methanol und Butanol zugesetzt wird. 

38 Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes gema* einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 und 26 bis 28, dadurch gekennzeichnet dafi man ein Natrium- oder 
Ammoniumsalz der Verbindung der Formel II gemali einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 14 in Methanol lost, zu dieser Losung ein in demselben Losungsm.ttel 
gelostes Calciumsalz hinzufugt, anschlieliend die erhaltene Losung mit Wasser oder 
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einer Mischung aus Wasser und Butanol versetzt und das Calciumsalz gemafi einem 
Oder mehreren der Anspruche 1 bis 14 und 26 bis 28 als Niederschlag isoliert. 

39. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 33 bis 38, dadurch 
gekennzeichnet, dalJ als gelostes Calciumsalz ein Calciumhalogenid, welches 
ausgewahlt ist aus der Gruppe CaCI 2 , CaBr 2 , Cal 2 und deren Hydrate, hinzufugt. 

40. Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes gemaG einem oder mehreren der 
Anspruche 26 bis 28, dadurch gekennzeichnet dafi man eine wafirige Losung eines 
Natrium- oder Ammoniumsalzes der Verbindung der Formel II gemafi einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 14 mit einem Calciumhalogenid versetzt und man diese 
Losung oder wahlweise eine wafirige Losung eines Calciumsalzes gemafi einem oder 
mehreren der Anspruche 15 bis 25 auf einen Trager, der ausgewahlt ist aus der 
Gruppe der Adsorptionsharze, der Umkehrphasentrager, Molekularsiebe und der 
lonenaustauscher, auftragt und man schliefilich das Calciumsalz gemafi einem oder 
mehreren der Anspruche 26 bis 28 mit einem geeigneten Elutionsmittel eluiert. 

41 . Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der -Formel II gemafi einem oder 
mehreren der Anspruche 1 und 6 bis 14 durch Fermentation von Actinoplanes spec, 
dadurch gekennzeichnet, daft man die Fermentationslosung mit einem oder mehreren 
Komplexbildnern und mit Asparagin supplementiert. 

42. Verfahren nach Anspruch 41 , dadurch gekennzeichnet, dafi der Komplexbildner 
Zitronensaure ist. 

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
Komplexbildner EDTA ist. 
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44 Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 41 bis 43, dadurch 
gekennzeichnet, dad die Fermentationslosung mit EDTA und Zitronensaure als 
Komplexbildnem supplementiert wird. 

45 Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 41 bis 44 zur Herstellung 
einer Verbindung der Forme. II gemad Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennze.chnet, 
dad die Fermentationslosung ferner mit L-Leucin supplementiert wird. 

46 Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 41 bis 44 zur Herstellung 
einer Verbindung der Formel II gemad Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
dad die Fermentationslosung ferner mit L-Valin supplementiert wird. 

47. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 41 bis 46, dadurch 
gekennzeichnet, dad Actinoplanes friulensis DSM 7358 fermentiert wird. 

48. Verfahren zur Herstellung eines Calciumsalzes gemad einem oder mehreren der 
Anspruche 1 und 6 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dad man zunachst eine 
Verbindung der Formel II gemad einem oder mehreren der Anspruche 1 und 6 bis 14 
mit einem Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 41 bis 47 herstellt, die 
Verbindung der Formel II in das Natrium- oder Ammoniumsalz uberfuhrt und schl.eQI.ch 
das Calciumsalz mit einem Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 29 b.s 
40 gewinnt. 

49. Calciumsalz gemad einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 28 zur 
Verwendung als Arzneimittel. 

50. Calciumsalz gemad Anspruch 25 zur Verwendung als Arzneimittel. 

51 . Calciumsalz gemad Anspruch 28 zur Verwendung als Arzneimittel. 
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52. Verwendung eines Calciumsalzes gemali einem oder mehreren der Anspruche 1 
bis 28 zur Herstellung .eines Arzneimittels gegen bakterielle Infektionen. 

53. Verwendung eines Calciumsalzes gemaR Anspruch 25 zur Herstellung eines 
Arzneimittels gegen bakterielle Infektionen. 

54. Verwendung eines Calciumsalzes gemafi Anspruch 28 zur Herstellung eines 
Arzneimittels gegen bakterielle Infektionen. 

55. Verwendung nach einem der Anspruche 52 bis 53, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die bakteriellen Infektionen von gram-positiven Bakterien hervorgerufen werden. 

56. Verwendung nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, daG die gram- 
positiven Bakterien glykopeptidresistente Bakterien sind. 

57. Arzneimittel enthaltend ein oder mehrere Calciumsalze gemafi einem oder 
mehreren der Anspruche 1 bis 28 und pharmazeutische Hilfsstoffe. 

58. Arzneimittel enthaltend mindestens ein Calciumsalz gemaB Anspruch 25 und 
pharmazeutische Hilfsstoffe. 

59. Arzneimittel enthaltend mindestens ein Calciumsalz gemaft Anspruch 28 und 
pharmazeutische Hilfsstoffe. 

60. Injizierbare Losung enthaltend ein oder mehrere Calciumsalze gemafi einem 
oder mehreren der Anspruche 1 bis 28. 

61 . Injizierbare Losung enthaltend mindestens ein Calciumsalz gemad Anspruch 25. 

62. Injizierbare Losung enthaltend mindestens ein Calciumsalz gerna* Anspruch 28. 
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